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(57) Abstract 

s 

The description relates to peptides of the formula (I), in which X, A ! -A 7 , Y and W have the meanings given in the de- 
scription, and their production. The peptides are suitable for combatting diseases. ~- 

1 57) Zusammenfassung 

Es werden Peptide der Formel (I), worin X, A'-A 7 , Y und W die in der Beschreibung angegebene Bedeutung besitzen, 
sowie deren Herstellung beschrieben. Die Peptide eignen sich zur Bekampfung von Krankheiten. 
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Neue antikoagulatorisch wirksame Peptide 
Beschreibung 

5 Hirudin ist ein Naturstoff mit blutgerinnungshemmenden Eigen- 
schaften, der in den Speicheldrusen des Blutegels Hirudo 
medicinalis gebildet wird. Hirudin liegt als Gemisch aus Poly- 
peptiden mit 64 bis 66 Aminosauren vor. Hauptbestandtei 1 dieses 
Gemisches ist ein Polypeptid mit 65 Aminosauren, das an 
10 Tyrosin-63 einen O-Sulfatrest tragt: 

Val-Val-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly- 
Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn- 
Val-CysMSly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-Leu- 
15 Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gly-Cys-Val- 
Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser- 
His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro- 
Glu-Gl u-Ty r ( SO 3 H ) - Le u-G I n 

20 Hirudin bindet sehr stark und mit hoher Spezifitat an Thrombin, 
das Schliisselenzym der Gerinnungskaskade. Der Thrombin-Hirudin- 
Komplex ist nicht mehr zur Spaltung von Fibrinogen, dem natiir- 
lichen Substrat von Thrombin, befahigt. 

25 Die antikoagulatorische Wirkung lapt Hirudin als potentielles 

Pharmakon erscheinen. Allerdings kann naturliches (O-sulf atier- 
tes) Hirudin nur sehr miihsam und in sehr geringen Ausbeuten aus 
Blutegeln isoliert werden* Rekombinantes Hirudin enthalt keinen 
sulfatierten Tyrosinrest und besitzt eine deutlich schlechtere 

30 Bindungskonstante gegeniiber Thrombin* 

Hirudin, das fur medizinische Anwendungen bestimmt ist und das 
aus zellularem Material isoliert wurde, mup mit besonderer Sorg- 
fait gereinigt werden. Rest-DNA, Fremdproteine, Toxine oder 
35 virale Kontaminationen sind unter alien Umstanden auszuschl iepen . 
Daruberhinaus ist eine reproduzierbare perorale oder transdermale 
Applikation fUr ein Polypeptid dieser Grope, selbst unter Anwen- 
dung galenischer Hilfsmittel, kaum vorstellbar. 

40 Aus den genannten Grunden wurde schon fruhzeitig versucht aus der 
Hirudin-Sequenz Oligopeptide abzuleiten, die ebenfalls liber anti- 
koagulatorische Eigenschaften verfugen, aber vollsynthetisch und 
damit preisgunstig und in hoher Reinheit herzustellen sin<L 
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Viele dieser literaturbekannten Peptide weisen tatsachlich 
thrombininhibierende Eigenschaften auf (J.Med.Chem- 31, 1009 
(1988); EP 291981)- Allerdings fallt die Wirkstarke dieser Ver- 
bindungen mit abnehmender Kettenlange stark ab. Oie ECioo des 
5 C-terminalen Dekapeptids Hirudin 56 - 6 5 liegt etwa 2000mal hdher 
als die des Hirudins. 

Es wurde nun gefunden, dap be i gee igneter Substitution die 
thrombininhibierende Wirkung kurzer Peptide, die sich vom 
10 C-Terminus des Hirudin ableiten, dieselbe GrofSenordnung der 
Wirkstarke wie Hirudin erreichen konnen. 

Gegenstand der Erfindung sind Peptide der Forme 1 I 

X— A 1 —A 2— A 3— A A 5— G 1 U— A 6— NH— CH— CO— A 7— Y 

1/ 

CH2-W 
15 worin 

X H, Acetyl, Succinyl, Maleoyl, Phthaloyl oder Fumaryl, 
Al Phe, Tyr oder Cha, 

20 

A2 Glu oder D-Glu, 
A3 Glu, Pro oder Hyp, 
25 A* lie, Leu, Yal oder Cha, 
A5 pro oder Hyp, 
A6 Glu Oder D-Glu, 

30 

A 7 Leu, D-Leu, lie, D-Ile, Cha Oder D-Cha, 

Y OH, Gln-OH, Gln-NH 2 , D-Gln-OH, D-Gln-NH 2 , Glu-OH, Glu-NH 2 , 
D-Glu-OH Oder D-Glu-NH 2 und 

35 
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W ftir einen der Reste S0 3 H oder P0 3 H 2 stehen, 

sowie deren Salze mit physiologisch vertragl ichen Basen oder 
Sauren. 

5 

Zur Abkiirzung der Aminosauren wurde der ubliche Dreibuchstaben- 
Code benutzt, Cha ist Cyclohexylalanin und Hyp ist trans-4- 
Hydroxyprolin. Falls nicht anders spezif iziert, liegen die 
Aminosauren in der L-Konf iguration vor. Die vom Phenylalanin 
10 abgeleiteten unnaturl ichen Aminosauren mit den Resten W konnen 
sowohl in der L- als auch in der b-Konf iguration vorliegen. 

In der Forroel I bedeuten X vorzugsweise Succinyl, Ai vorzugsweise 
Tyr, A2 vorzugsweise Glu, A3 vorzugsweise Pro oder Hyp, A* vor- 
15 zugsweise lie, Val oder Cha, A5 vorzugsweise Hyp, A6 vorzugsweise 
Glu, A? vorzugsweise Leu, lie oder Cha und Y vorzugsweise OH, 
Gln-OH, D-Gln-OH, Glu-OH Oder D-Glu-OH. 

Als physiologisch vertragl iche Sauren sind insbesondere zu 
20 nennen: Salzsaure, Zi tronensaure, Weinsaure, Milchsaure, 

Phosphorsaure, MethansulfonsSure, Essigsaure, Ameisensaure, 
Maleinsaure, Fumarsaure, Apfelsaure, Bernsteinsaure, Malonsaure, 
Schwefelsaure, L-Glutaminsaure, L-Asparaginsaure, Brenztrauben- 
saure, Schleimsaure, Benzoesaure, Glucuronsaure, Oxalsaure, 
25 Ascorbinsaure, Acetylgtycin. 

Als physiologisch vertragliche Basen kommen Hydroxide und 
Hydrogencarbonate folgender Substanzen in Betracht: Aluminium, 
Calcium, * Kali um. Lithium, Magnesium, Natrium, Diethanolamin, 
30 Ethylendiamin und Meglumin. 

Die neuen Verbindungen lassen sich nach in der Peptidchemie 
bekannten Methoden herstellen. 

35 So kann man die Peptide sequentiell aus Aminosauren oder durch 
Fragmentverknupfung geeigneter Peptide aufbauen. Beim sequen- 
tiellen Aufbau wird die Peptidkette beginnend am C-Terminus 
stufenweise um jeweils eine Aminosaure verlangert. Bei der 
Fragment kupplung konnen Fragmente unterschiedl icher Lange mit- 

40 einander verknupft werden, wobei die Fragmente wiederum durch 
sequentiellen Aufbau aus Aminosauren oder ihrerseits durch 
Fragmentkupplung gewonnen werden konnen. 
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Sowohl beim sequentiel len Aufbau, als auch bei der Fragment- 
kupplung miissen die Bausteine durch Bildung einer Amidbindung 
verkniipft werden. Hierzu eignen sich enzymatische und chemische 
Methoden. 

5 

Chemische Methoden zur Amidbindungsbi ldung sind ausfUhrlich 
behandelt bei Miiller, Methoden der Organischen Chemie Vol XV/2, 
pp 1-364, Thieme Verlag, Stuttgart, 1974;- Stewart, Young, Solid 
Phase Peptide Synthesis, pp 31-34, 71-82, Pierce Chemical 

10 company, Rockford, 1984; Bodanszky, Klausner, Ondetti, Peptide 
Synthesis, pp 85-128, John Wiley & Sons, New York, 1976 und 
anderert Standardwerken der Peptidchemie. Besonders beyorzugt smd 
die Azidroethode, die symmetrische und gemischte Anhydridmethode, 
in situ erzeugte Oder praformierte Aktivester und die Amidbin- 

15 dungsbildung mit Hilfe von Kupplungsreagenzien (Aktivatoren), 
insbesondere Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), Di isopropylcarbodi- 
imid (DIC), l-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-l,2-dihydrochinolin (EEDQ) , 

1- Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimidhydrochlorid (EOCI), 
n-Propanphosphonsaureanhydr i d (PPA ) , N, N-B i s ( 2-oxo-3-oxazol i d- 

20 inyDamidophosphorsaurechlorid (BOP-C1), Diphenylphosphorylazid 
(DPPA), Castro's Reagenz (BOP) , 2(lH-Benzotriazol-(l)-yl)- 
1,1,3,3-tetramethyluronium-Salze (HBTU), 2, 5-Diphenyl-2, 3-di- 
hydro-3-oxo-4-hydroxythiophendioxid (Steglichs Reagenz; HOTDO) 
und l,l'-Carbonyl-diimidazol (CDI). Oie Kupplungsreagenzien 

25 konnen allein oder in Kombination mit Additiven wie N, N' -Di- 
methyl -4-ami nopy r i d i n (DMAP), N-Hydroxybenzotri azol (HOBt) , 
N-Hydroxybenzotriazin (HOOBt), N— Hydroxysuccinimid (HOSu) oder 

2- Hydroxypyridin eingesetzt werden. 

30 wahrend bei der enzymatischen Peptidsynthese normalerweise auf 
Schutzgruppen verzichtet werden kann, ist fur die chemische 
Syntnese ein reversibler Schutz der an der Bildung der Amid- 
bindung nicht beteiligten reaktiven funktionellen Gruppen der 
beiden Reaktionspartner erforderlich. Bei den anspruchsgemapen 

35 yerbindungen der Formel I kommt dem derivatisierten N-Terminus 
zusitzlich eine, die Wirkstarke moduli erende, Bedeutung zu. 

Bei den chemischen Peptidsynthesen werden <lrei literaturbekannte 
Schutzgruppentechniken bevorzugt: Die Benzy loxycarbonyl (Z)-, die 
40 t-Butyloxycarbonyl(Boc)- und die 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl- 
(Fmoc)-Schutzgruppentechnik. Bezeichnet ist jeweils die Schutz- 
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gruppe der a-Aroinofunkt ion des kettenverlangernden Bausteines. 
Die Seitenkettenschutzgruppen der trifunktionellen Aminosauren 
werden so gewahlt, dap sie nicht notwendigerweise zusammen mit 
der a-Aminoschutzgruppe abgespalten werden. Eine ausfuhrliche 
5 ubersicht uber Aminosaureschutzgruppen geben Muller, Methoden der 
Organischen Chemie Vol XV/1, pp 20-906, Thieme Verlag, Stuttgart, 
1974 und Bodanszky, The Practice of Peptide Synthesis, Springer- 
Verlag, Berlin 1984. Die Bausteine, die.dem Aufbau der Peptid- 
kette dienen, konnen in Losung, in Suspension Oder nach einem 

10 ahnlichen Verfahren, wie es von Merrifield in J. Amer. Chem. Soc. 
85, 2149, 1963 beschrieben ist, zur Reaktion gebracht werden. 
Besonders bevorzugt sind Verfahren, bei denen Peptide sequent iell 
Oder durch Fragmentkupplung unter verwendung der Boc- Oder 
Fmoc-Schutzgruppentechnik aufgebaut werden, wobei die Reaktions- 

15 partner in Losung zur Reaktion gebracht werden, sowie Verfahren, 
bei denen, ahnlich der genannten Merrif ield-Technik, ein Reak- 
tionspartner an einen unloslichen polymeren Trager (im folgenden 
auch Harz genannt) gebunden zur Reaktion gebracht wird. Dabei 
wird das Peptid typischerweise unter Verwendung der Boc- oder 

20 Fmoc-Schutzgruppentechnik sequent iell am polymeren Trager auf- 
gebaut, wobei die wachsende Peptidkette am C-Terminus kovalent 
mit den unloslichen Harzteilchen verbunden ist. Diese Arbeits- 
weise erlaubt es, Reagentien und Nebenprodukte durch Filtration 
zu entfernen, die Umkristallisation von Zwischenprodukten wird 

25 somit uberfliissig. 

Die geschOtzten Aminosauren konnen an beliebige geeignete Poly- 
merisate gebunden werden, die lediglich in den verwendeten 
Losungsmitteln unloslich sein und eine bestandige physikal ische 

30 Form, die leichte Filtration ermoglicht, aufweisen mussen. Das 
Polymerisat mup eine funktionelle Gruppe enthalten, an die die 
erste geschutzte Aminosaure durch eine kovalente Bindung fest 
gebunden werden kann. Fur diesen Zweck eignen sich die ver- 
schiedensten Polymerisate f z.B. Cellulose, Polyvinytalkohol, 

35 Polymethacrylat, sulfoniertes Polystyrol, chlormethyl iertes 
Copolymerisat von Styrol und Di vinylbenzol (Merrif ield-Harz) , 
4-Me thy 1 benz hy dry I am i n-Harz (MBHA-Harz ) , Pheny 1 acet ami domethy 1 - 
Harz (Pam-Harz), p-Benzyloxybenzylalkphol-Harz, Benzhydry lamin- 
Harz (BHA-Harz), 4-(Hydroxyraethyl )-benzoy loxymethyl-Harz, Harz 

40- nach Breipohl et al. (Tetrahedron Lett. 28, 565, 1987; Fa. 

BACHEM), HYCRAM-Harz . (Fa. 0RPEGEN) Oder S AS R I N-Harz (Fa. BACHEM) . 
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Fur die Peptidsynthese in Losung eignen sich alle Losungsmittel, 
die sich unter den Reaktionsbedingungen als inert erweisen, ins 
besondere Wasser, N, n' -Dimethyl forraamid (DMF) , Dimethylsulfoxid 
(DMSO), Acetonitril, Dichlormethan (DCM), 1,4-Dioxan, Tetrahydro- 
5 furan (THF) , N-Methyl-2-pyrrol idon (NMP) sowie Gemische der 

genannten Losungsmittel. Die Peptidsynthese am polymeren Trager 
kann in alien inerten organischen Lbsungsmitteln, in denen die 
verwendeten Aminosaurederivate loslich sind, durchgefuhrt werden ; 
bevorzugt sind jedoch Losungsmittel, die zusatzlich harzquel lende 
10 Eigenschaften besitzen, wie DMF, DCM, NMP, Acetonitril und DMSO, 
sowie Gemische dieser Losungsmittel. 

Nach erfolgreicher Synthese wird das Peptid vom polymeren Trager 
abgespalten. Die Bedingungen, unter denen sich die verschiedenen 

15 Harztypen abspalten lassen, sind literaturbekannt. Am haufigsten 
finden saure und Palladium-katalysierte SpaltreaKtionen Anwen- 
dung, insbesondere die Spaltung in flussigem wasserfreiem Fluor- 
wasserstoff, in wasserfreier Trifluormethansulfonsaure, in ver- 
diinnter Oder konzentrierter Trif luoressigsaure oder die 

20 Palladium-katalysierte Spaltung in THF oder THF-DCM-Gemischen in 
Anwesenheit einer schwachen Base wie z.B. Morpholin. Je nach wahl 
der Schutzgruppen konnen diese unter den Spaltbedingungen er- 
halten bleiben oder ebenfalls abgespalten werden. Auch erne 
teilweise Entschutzung des Peptids kann sinnvoll sein, oder die 

25 postsynthetische Deri vatisierung des bei der Spaltung freige- 
setzten N-Terminus, wertn die Eigenschaften der Verbindungen 
dadurch gunstig beeinflupt werden. 

Alle fQrdie Peptidsynthese verwendeten Bausteine sind kommer- 
ziell verfugbar, mit Ausnahme der Aminosauren der Formel II 
(worin W die in Formel I angegebene Bedeutung besitzt) 



30 



H 2 N-CH-C90H 
CH 2 




II, 



CH2-W 



die Qber die Acetamidomalonester-Synthese oder andere literatur- 
bekannte Methoden (E. Muller, Methoden der organischen Chemie 
35 Bd XI/2- 1958) zur Darstellung von Aminosauren zuganglich sind. 
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In Abhangigkeit von den Edukten und den Reaktionsbedingungen 
fallen die Aminosauren der Formel II entweder mit definierter 
Stereochemie oder racemisch an. Die racemischen Aminosauren der 
Formel II lassen sich nach literaturbekannten Methoden in ihre 
5 Antipoden trennen Oder die Racemate werden in die Peptidsynthese 
eingesetzt und die resultierenden diastereomeren Peptidgemi sche 
getrennt. 

Die biologische Charakter isierung der neuen Peptide als Throrabin- 
10 Inhibitoren erfolgte in folgenden Testsystemen: 

1. Thrombinzeit (TT) in vitro 

Zur Gewinnung von Citratplasma wird humanes Blut durch 
15 Venenpunktion am Arm entnomraen, mit Natriumcitrat 

(0,11 mol/1) gemischt (9 Teile Blut + 1 Teil Natriumcitrat) 
und anschliepend 10 min bei 1600 xg bei Raumtemperatur zen- 
trifugiert. Zu 50 fil der Substanzlosung bzw. Losungsmittel 
werden 50 fi\ Citratplasma gegeben und 2 rain bei 37°C inku- 
20 biert. Danach werden 100 p\ aiif 37°C temperiertes Thrombin- 

Reagenz (Boehringer Mannheim) zupipettiert und die Zeit bis 
zum Eintritt der Gerinnung in einem photometrischen Koagu- 
1 atometer gemessen . 

25 Als Map der relativen Wirksamkeit wird als ECioo die Konzen- 

tration einer Priifsubstanz in mol/1 berechnet, die die 
Plasma-Thrombinzeit urn 100 % verlangert. 

Oie' Plasma-Thrombi nze it erfapt die Thrombi n-induzierte 
30 Fibrinbildung aus Fibrinogen und die Fibrinaggregation, d.h. 

den letzten Schritt der Gerinnung. 

2. Amidolytische Bestimmung der Aktivitat von Thrombin (analog 
auch von anderen Ser inproteasen: Trypsin, Chymotrypsin, 

35 Plasmin, Faktor Xa f aktives Protein C) 

Testprinzip: 

Serinprotease 

chromogenes Substrat * Peptid + p-Nitroani 1 in 

40 (gelb) 
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in Mikroplatten werden jeweils 250 ^1 Thrombin (0,124 IU/ml, 
EK 0,1 IU/ml) in Tris-Puffer (Tris 50 mmol/1, NaCl 154 
mmol/1, pH 8,0) vorgelegt. Diese Losung wird mit 10 fil 
Losungsmittel (Kontrolle) bzw. Prufsubstanz versetzt, 1 mm 
5 gemischt und 4 min bei 25°C inkubiert. Danach wird die 

Reaction durch Zugabe von 50 fil Substratlosung (S-2238, 0,62 
ninol/l, EK 0,1 mmol/1) gestartet und nach kurzem Mischen bei 
25°C inkubiert. Nach 5 min wird die Reaktion durch Zugabe 
von 50 fil 35 %iger Essigsaure gestoppt und die Extinktion 
10 bei 405 nm (gegen 630 nm) gemessen. Die nach Reaktionsende 

geroessene Extinktion ist proportional der Enzymakti vitat. 

Als Map der relativen wirfcsamkeit wird als IC 50 die Konzen- 
tration einer Prufsubstanz in mol/1 berechnet, die die 
15 Enzymakti vitat urn 50 % vermindert. 

Analog zu Thrombin wird auch die Wirkung auf die 
amidolytische Akti vitat von anderen serinproteasen 

Trypsin (0,1 mg/1) ",it S-2222 (0,1 mmol/1) 

Chymotrypsin (0,2mg/l) mit S-2586 (0, 1 mmol/1) 

Plasmin (0,04 CU/ml) mit S-2251 (0, 1 mmol/1) 

Faktor xa (0,2 nkat/ml) mit S-2765 (0,1 mmol/1) 

aktives Protein C mit S-2366 (0,2 mmol/1) 

(jeweils Endkonzentration im Test) untersucht. Die Ergeb- 
nisse dieser Tests ermbglichen eine Aussage uber die Selek- 
tivitat der Wirkung von Prufsubstanzen. 

30 3. Thrombininduzierte Thrombozytenaggregation in vitro 

Frisches humanes Citratblut (9 Teile Blut + 1 Teil Natrium- 
citrat 0,11 mol/1) wird zur GeWinnung von plattchenreichem 
Plasma (PRP) und piattchenarmem Plasma (PPP) 16 min bei 250 
35 X g bzw. 20 min bei 3670 xg zentrifugiert. 

Zur Bestimmung der Thrombozytenaggregation werden 445 ^1 PRP 
mit 5 ^1 Losungsmittel (Kontrolle) bzw. Prufsubstanz ver- 
setzt und 5 min bei Raurotemperatur inkubiert. Danach wird 
40 der Ansatz 3 min bei 37°C in einem Aggregometer (ELVI 840) 

inkubiert und 4 min bei 1000 RPM geriihrt. Die Aggregation 
wird durch Zugabe von 50 ti\ Thrombinlosung (Endkonzentration 
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im Ansatz: 0,15 IU/ml) gestartet. Die Thrombozytenaggrega- 
tion wird uber die Anderung der gemessenen Transmission pro 
Zeiteinheit in der Probe bestimmt (Slope-Methode) . 

Als Map der relativen Wirksamkeit wird als IC 50 die Konzen- 
tration einer Prufsubstanz in mol/1 berechnet, die die 
Thrombozytenaggregation urn 50 % hemmt. 

4. Antithrombotische wirkung am arteriovenosen Shunt an der 
Ratte 

in diesem Experiment dient eine Glaskapillare in einem 
arteriovenosen Shunt als kiinstliche thrombogene Oberflache 
und lost eine Thrombose aus. 

Die narkotisierte (Urethan 25%, 2x8 mg/kp i.p.) Ratte 
wird in RUckenlage auf einer temperierten (37°C) Warmebank 
fixiert* In die freipraparierte rechte A. carotis und 
V. jugularis werden kurze Polyethy len-Katheter (Portex, 
PE 50) implantiert, mit physiologischer NaCl-Losung gefiillt 
und durch Klemmen verschlossen . Die freien Enden der 
Katheder werden durch eine 20 nan lange Glaskapillare (Innen- 
durchmesser 1,0 mm) verbunden, die als thrombogene Ober- 
flache wirkt. 

Die Applikation der Prufsubstanz kann i.v., s.c, p.o. oder 
als Infusion erfolgen. Nach der gewunschten Inkubationszei t 
(5, 60 oder 360 min) mit der Prufsubstanz oder Losungsmittel 
(Kontrolle) wird der Shunt durch Entfernen der Klemmen ge- 
of fnet. Oer Blutstrom durch den Shunt fuhrt zu einem 
schnellen Anstieg der Shunt-Temperatur, die an der Mitte der 
Glaskapillare gemessen wird. Die Erhohung von Raumtemperatur 
auf Korpertemperatur ist ein Indikator fur die Durchgangig- 
keit des Shunts. Die Teraperatur wird bis zum Verschlup des 
Shunts langstens jedoch 30 min kont inuierl ich aufgezeichnet . 

Bei offnung des Shunts und am Ende des Experiments werden 
zusatzlich Blutproben zur Bestimmung der anti-FIIa-Akti vitat 
im Plasma entnotnmen. 
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Die versuchsauswertung erfolgt quantitativ. Hit den Werten 
von log-Dosis und der Zeit (als Differenz der Verschlup- 
zeiten von behandelter Gruppe und Kontrollgruppe) wird eine 
lineare Regression berechnet. Fur den vergleich der Wirksam- 
5 keit unterschiedlicher Testsubstanzen wird aus der Gleichung 

der Regressionsgeraden der Wert fur die EDl5min (die Dosis, 
die bezogen auf die Kontrollgruppe zu einer verlangerung der 
Verschlupzeit um 15 min fiihrt) berechnet. 

10 Die neuen Verbindungen sind einfach und in hoher Reinheit herzu- 
stellen, chemisch stabil, zeigen kein immunogenes Potential und 
eignen sich zur Behandlung und Prophylaxe thromboembolischer Er- 
krankungen wie Myokardinfarkt, peripherer arterieller Verschlup- 
krankheiten, tiefer Venenthrombosen, Lungeiiembol ie sowie zur 

15 verhinderung der Reocclusion nach wiedereroffnung arterieller und 
venoser Gefape. Sie eignen sich ferner zur Beschichtung kunst- 
licher Oberflachen, die roit Blut oder Plasma in kontakt stehen 
(z.B- Dialysemembranen) . 

20 Die neuen Verbindungen weisen gegenOber bereits beschriebenen, 
ebenfalls vom Hirudin abgeleiteten Peptiden, wie MD 28050 
(Thrombosis and Haemostasis 63 (1990) 208-214; EP 0 372 503), 
Hirulog-1 (Biochemistry 29 (1990) 7095-7101; WO 91/02750) und P79 
(FEBS Letters 282 (1991) 47-52), eine bessere Wirksamkeit auf. 

25 Durch den Einsatz der in der Forrael II beschriebenen unnatur- 
lichen Aminosaure mit dem Substituenten WS0 3 H sind betrachtlich 
wirksamere Peptide synthetisiert worden, als durch den Einsatz 
der unnatUrlichen Aminosaure 

H 2 N-CH-C00H 
CH 2 




SO3H 



30 in Peptiden sonst analoger Sequenz. Diese Aminosaure war in 
anderen von Hirudin abgeleiteten Peptiden bereits eingesetzt 
worden (EP 0 443 598). Die Wirkstarke dieser neuen Verbindungen 
liegt in der Gropenordnung der Wirkstarke des rekombinanten 
Hirudins. 
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Beispiele 

1. Synthese der Aminosauren der Formel II 

5 Die unnaturl ichen Aminosauren der Formel II wurden nach 

einer in der Literatur beschriebenen Synthese (J. Org. 
Chem. 53 (1988) 3621-3624; EP 0 354 108) hergestellt. 

2. Synthese der Peptide der Formel I 

10 

2.1 AUgemeine Arbeitsvorschrift 

Die Synthese der Peptide der Formel I erfolgte mit Hilfe 
der Standardraethoden der Festphasenpeptidsynthese an einem 

15 halbautomatischen Peptidsynthesizer Model 1 SP650 der Firma 

LABORTEC. Mengenverhaltn i sse und Volumina der eingesetzten 
Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben, dem 
Benutzer-Manual entsprechend verwendet. Jeder Kupplungs- 
und Abspaltungsschritt wurde auf vollstandigkeit uberpruft 

20 und gegebenenfalls wiederholt. 

2.1.1 Typischer Synthesecyclus fur die Boc-Schutzgruppentechnik: 

1. Trif luoroessigsaure und Anisol in DCM 1x5 min 
25 (480:20:500) 

2. wie 1. 1 x 15 min 

3. Waschen mit DCM 3x5 min 

4. Diisopropylamin in DCM (100:900) 3 x 3 min 

5. Waschen mit DCM 3 x 5 min 
30 6. Kupplung: 1,5 eq Aminosaure, 1,5 eq 0,5 M 

TBTU in DMF, 1,5 eq 0,5 M Di isopropyl- 1x3 min 

ethyl ami n in DCM 

7. Waschen mit DCM 3x5 min 

8. bei unvollstandigem Umsatz Wiederholung der 
35 Kupplung (d.h. zuriick zu 6.) Oder Capping. 

9. zuriick zu 1. 
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2x5 min 
2x5 min 



2.1.2 Typischer Synthesecyclus fur die Fmoc-Schutzgruppentechnik 

1. Piperidin in DMF (200:800) 1 x 5 min 

. . 1 x 15 min 

2. wie 1. 

5 3. Waschen mit DMF 

4. waschen mit DCM 

5. Kupplung wie unter 2.1.1. beschrieben 1 x 10 min 

6. Waschen mit DCM 2x5 rain 

7. Waschen mit DMF 2x5 mn 
10 s. bei unvoll standi gem umsatz Wiederholung der 

Kupplung (d.h. zuriick zu 5.) oder Capping 
9. zuriick zu 1. 

2.1.3 Aufarbeitung der nach 2.1.1. erhaltenen Peptidharze 

15 Das nach 2.1.1 erhaltene Peptidharz wurde iro Vakuum ge- 

trocknet und iii ein Reafctionsgefap einer TEFLON-HF 
Apparatur (Fa. PENINSULA) transfer! ert. Nach Zugabe eines 
Scavengers, vorzugsweise Anisol (1 ml/g Harz) wurde unter 

20 KUhlung mit fliissigem N 2 Fluorwasserstoff einkondensiert^ 

(10 ral/g Harz). Man lie|3 die Mischung sich auf 0°C erwar 
men und rUhrte 45 min bei dieser Temperatur. Anschliepend 
wurde der Fluorwasserstoff im Vakuum abgezogen und der 
Ruckstand mit Essigester gewaschen, urn restlichen 

25 scavenger zu entfernen. Das Peptid wurde mit 30 %iger 

Essigsaure extrahiert, filtriert und das Filtrat 
lyophilisiert. 

2.1.4 Aufarbeitung der nach 2.1.2 erhaltenen Peptidharze 

30 

Das gemap 2.1.2. erhaltene Peptidharz wurde im vakuum ge- 
trocknet und anschlieflend in Abhangigkeit von der Amino- 
saurezusammensetzung einer der folgenden Spaltungsproze- 
duren unterworfen (Wade, Tregear, Howard Florey Fmoc- 
35 workshop Manual, Melbourne 1985). 
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Das PeD*t 


id enthielt 


Spal tbedi ngungen 












Reakt ions- 


Arg (Mtr) 


Met 


Trp 


TFA 


Scavenger 


zeit 


nein 


nein 


nein 


95 % 


5 % H 2 


1,5 h 


ja 


nein 


nein 


95 % 


5 % Thianisol 


3 h 


nein 


ja 


nein 


95 % 


5 % Ethylmethyl- 


1,5 h 










sulf id 




nein 


nein 


ja 


95 % 


5 % Ethandithiol/ 


1,5 h 










An i cnl M • ^ \ 
Mil lout \ l » J / 




nein 


ja 


ja 


95 % 


5 % Ethandithiol/ 


1,5 h 










Anisol/Ethyl- 












methy Isulf id 












(1:3:1) 




ja 


ja 


ja 


93 % 


7 % Ethandithiol/ 


3 h 










Anisol/ 












Ethy I methyl - 












SUlfid (1:3:3) 





20 Die Suspension des Peptidharzes in der geeigneten TFA- 

Mischung wurde bei Raumtemperatur fur die angegebene Zeit 
gerUhrt, danach wurde das Harz abfittriert und mit TFA 
sowie DCM gewaschen. Das Filtrat und die Waschlosungen 
wurden weitgehend eingeengt und das Peptid durch Zugabe 
von Diethylether ausgefallt. Nach Abkuhlung im Eisbad 
wurde der Niederschlag abfiltriert, in 30 % Essigsaure 
aufgenommen und lyophilisiert. 

2.1.5 Reinigung und Charakterisierung der Peptide 

Die Qua It tat der Rohpeptide wie auch der gereinigten 
Peptide wurde mit Hilfe der HPLC beurteilt; die Reinigung 
wurde mit MPLC Oder einer Kombination aus Gelchromato- 
graphie und MPLC vorgenommen. 
35 

HPLC: 

Gerat: HP 1090 Liquid Chromatograph 

Stationare' Phase: 100 x 2,1 on VYDAC C18 (TPB 218); 5 jon; 
300 A 

40 Mobile Phase: (A) 0 r l % TFA in H 2 0; (B) 0, 1 % TFA in 

CH3CN; 

Flup: 0 r 2 ml/min; Temp- 40°C 



25 



30 
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Gradienten: 

(a) : ab 0 % (B) mit 0, 5 % min" 1 

(b) : ab 5 % (B) mit 1,0 % min -1 

(c) : ab 35 % (B) mit 1,0 % min" 1 

5 probenaufgabe: 3 fi\ ; etwa 0,03 %ige Losung im Eluenten 

Detection: 205 mm 

MPLC: 
Gerat: 

10 Labomat i c-Grad i enten-M i tte 1 druc kchroraatograph i e-Stat i on 

Stationare Phase: 26 x 450 mm bis 37 x 450 mm Eurosil 
Bioselect 100/30 C 18; 20 - 45 fan; 100 A 
Mobile Phase: (A) 0,1 % TFA in H 2 0; (B) CH 3 CN 
Gradient: stufengradient mit 0,25 % min"^ 1 wahrend der 

15 Elutionsphase 

Detektion: 205 bis 220 mm 

Gel chromatograph i e : 

Stationare Phasen: SEPHA0EX® G-10 bzw. -LH20 
20 Mobile Phasen: 10 % AcOH bzw. MeOH 

Detection: UV- und Rl-Detektoren in Serie geschaltet. 

Zur Charakterisierung der gereinigten Peptide wurden 
Aminosaureanalyse (AAA) , Fast-Atom-Bombardment-Massen- 
25 spektrometrie (FAB-MS) und gelegentlich Sequencing (SQ) 

Oder NMR-Spektroskopie (NMR) herangezogen. 

2-2 spezielle Arbeitsvorschri ften 

30 2.2.1 [p-Sulfo-Phe63]-Not-acetyl-hirudin56-65 

1,00 g (0,47 meq) Boc-Gln-Pam-Harz wurden gemap 2.1.1 
umgesetzt mit: 

35 Boc-Leu-OH Boc-Ile-OH 

Boc-(p-Sulfo)Phe-0H Boc-Glu(OChx)-OH 

Boc-Glu(0Chx)-0H Boc-Glu(0Chx)-0H 

Boc-Glu(0Chx)-0H Boc-Phe-OH 
Boc-Pro-OH 



40 



Nach der N-Acetyl ierung mit Acetanhydrid wurde gemap 2.1.3 
aufgearbeitet : 

Rohausbeute: 305 mg Lyophilisat r *- 
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Das Rohpeptid wurde gemap 2.1.5 durch MPLC gereinigt. 

HPLC-Retentionszeit (Gradient b): 19,5 min; AAA: stimmt; 
FAB-MS: 1402 

5 

2.2.2 [ D-p-Su 1 f omet hy 1 -Phe* 3 ] -Net- Ac e ty 1 -H i rud i ns6-65 und 
[L-p-Sulf omethy l-Phe6 3]-Na-Acetyl-Hirudins6-65 

2,0 g (1,54 meq) Boc-Gln-Pam-Harz wurde gemap 2.1.1 
10 umgesetzt mit: 

Boc -Leu-OH Boc - I 1 e-OH 

Boc -D, L- ( p-Su 1 f omethy 1 ) Phe-OH Boc-G 1 u (OChx ) -OH 

Boc-Gl u (OChx ) -OH Boc-Gl u (OChx ) -OH 

15 Boc-Glu(OChx)-OH Boc-Phe-OH 

Boc-Pro-OH 

Nach der N-Acetyl ierung mit Acetanhydrid wurde gemap 2.1.3 
aufgearbeitet: 
20 Rohausbeute: 304 rag Lyophilisat 

Das Rohpeptid wurde gemap 2.1.5 durch MPLC gereinigt, 
wobei sich die beiden Diastereomeren trennen liepen. 

25 HPLC-Retentionszeiten (Gradient b) : 18,5 und 19,5 min; 

AAA: stimmt; FAB-MS: 1416 und 1416 

Analog liepen sich [D-p-Phosphonomethy l-Phe63]-Na-acety 1- 
hirudin56-65 und [L-p-Phosphonomethy l-Phe63]-Na-acety 1- 
30 hirudinse-ss [HPLC-Retentionszeiten (Gradient b): 19,5 und 

21,0 min; AAA: stimmt; FAB-MS: 1418 und 1418] darstellen. 

2.2.3 [ D-p-Su 1 f omethy 1 -Phe6 3 ] -N^succ i ny l-h i r ud i n 56 -65 und 
[ L-p-Sul f omethy 1-Phe6 SJ-n^succ i ny 1 -h i rud i.n56-r65 



35 



40 



2,0 g (1,54 meq) Boc-Gln-Pam-Harz wurden gemap 2.1.1 
umgesetzt mit: 

Boc-Leu-OH Boc-Ile-OH 

Boc— D, L— ( p-Su 1 f omethy 1 ) Phe— OH Boc-G lu (OChx) -OH 

Boc-Glu(0Chx)-OH Boc-Glu(0Chx)-0H 

Boc -G 1 u ( OCh x ) -OH Boc -P he-OH 

Boc-Pro-OH w 
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Nach der N-Succiny 1 ierung mit Bernsteinsaureanhydrid wurde 
geroap 2.1.3 aufgearbeitet : 

Rohausbeute : 364 mg Lyophilisat 

Das Rohpeptid wurde gemap 2.1.5 durch MPLC gereinigt. 

HPLC-Retentionszeit (Gradient b) : 18,5 min und 20,0 min; 
AAA: stimmt; FAB-MS: 1474 und 1474 

Analog liepen sich darstellen: 

[p-Sulfo-Phe6 3]-N«-succinyl-hirudin56_65 

15 HPLC-Retentionszeit (Gradient b) : 23,0 rain; AAA: stimmt; 

FAB-HS: 1460 

[Hyp60,p-Sulfo-PheB'3]-N a -succinyl-hirudin56-65 
HPLC-Retentionszeit (Gradient b): 20,0 min; AAA: stimmt; 

20 FAB-MS: 1476 

[Hyp60,p-Sulfo-Phe63 / cha6*]-N 0t -succinyl-hirudin56_65 
HPLC-Retentionszeit (Gradient b): 25,0 min; AAA: stimmt; 
FAB-MS: 1516 

25 

[T yr56, o-p-Sul f omethy 1-Phe6 3, cha6 4]-N*-succ i ny l- 
hirudin56-65 und 

[Tyr56, L-p-Sul f omethy 1-Phe6 3, cha64]-N«-succinyl- 
hirudin56-65 

30 HPLC-Retentionszeit (Gradient b) : 23,0 min und 26,5 min; 

AAA: stimmt; FAB-MS: 1530 und 1530 

[T yr56, Pro58, D -p-Sulf omethy 1-Phe6 3, cha64]- N «-succi nyl- 
hirudin56_65 und 

35 [Tyr 56,Pro58,L-p-Sulforoethyl-PheB3,cha64]-N«-succinyl- 

hirudin 56 -65 , 0 _ . 

HPLC-Retentionszeit (Gradient b) : 18,0 min und 19,5 min; 

AAA: stimmt; FAB-MS: 1498 und 1498 



40 
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[Tyr56, Pro**, Hyp60, D-p-Su If omethy 1-Phe6 3, Cha^l-N*- 
succinyl-hirudin55_55 und 

[Tyr56, pro**, Hyp6°, L-p-Sulfomethyl-Phe6 3, chae^l-N*- 
succ i ny 1 -h i rud i 1155.55 
5 HPLC-Retentionszeit (Gradient b): 19,0 min und 20,0 min; 

AAA: stimrot; FAB-MS: 1514 und 1514 

[Tyr56, Pro58 # Hyp60, D-p-Sulfomethyl-Phe6 3, Cha64, Glu65]-N a - 
succinyl-hirudin55_55 und 
10 [Tyr56 r p r <>58, Hyp6°, L-p-Sulf omethy l-Phe* 3, Cha*S gIuSSJ-n*- 

succ i ny 1 -h i rud i 055.55 

HPLC-Retentionszeit (Gradient b): 20,0 min und 23,0 min; 
AAA: stimmt; FAB-MS: 1515 und 1515 

Bei Einsatz von Racematen der Aminosauren der Formel II in 
die Peptidsynthese wurden die resultierenden diastereo- 
meren Peptidgemische mit Hilfe der MPLC getrennt. In der 
Regel zeigte dabei das diastereomere Peptid mit der 
groperen HPLC-Retentionszeit eine urn zwei Grdpenordnungen 
bessere wirkstarke als das Diastereomere mit der kleineren 
HPLC-Retentionszeit. Eine Zuordnung beziiglich der jeweils 
enthaltenden Enantiomeren der unnaturlichen Aminosaure der 
Formel II konnte bisher noch nicht erfolgen. 

25 2.3 Weitere Beispiele fur Peptide der Formel I 

Wie unter Punkt 2.2 beschrieben, konnen folgende Peptide 
der Formel I synthetisiert werden: 

30 [o-p-Sulfomethyl-Phe63 r chae^j-N^succinyl-hirudinse-es 

[ L-p-Su I f omethy 1 -Phe6 3, Cha6 * I-no-suc c i ny 1 -h i r ud i 5 

[Hyp60 # o-p-Sulfomethyl-Phe6 3]-NCU S uccinyl-hirudin56-65 
[Hyp60 f L-p-Sulf omethy !-Phe6 3]-N a -succinyl-hirudin56-65 
[Hyp 60 , O-p-Sul f omethy l-Phe6 3 f cha64]-N a -succinyl- 

35 hirudins6-65 

[Hyp60 r L-p-Sulfomethy 1-Phe6 3 / cha64]-N a -succinyl- 

hirudin56-65 

[Tyr56, Hyp60, D-p-Sulfomethyl-Phe6 3 # cha64]--NO- S uccinyl- 
hirudin55-55 

40 [Tyr56,Hyp60, L-p-Sulf omethy l-Phe", Cha 6 *]-N a -succinyl- 

hirudin55-65 



15 



20 



18 



[Tyr56,Hyp58,Hyp60, D-p-Sulfomethyl-Phe*3, Cha64]-N a - 
succinyl-hirudi n56-65 

[Tyr56,Hyp58, Hyp60, L-p-Sul f omethy 1-Phe6 3, Cha64]-N a - 
succ i ny 1 -h i rud i ns6-65 

[Tyr56 r Pro58 f val59, Hyp", o-p-Sulfomethyl-Phe^, Cha64]-N a - 
succinyl-hirudin56-65 

[Tyr56 r pro58 v val59 /H yp60 f L-p-Sulfomethyl-Phe6 3, cha64]- N a - 
succ i ny 1 -h i rud i ns6-65 

[Tjfr56 r Pro58 r cha59,Hyp60 # D-p-Sulfomethyl-Phe63, Ile64]-N a - 
succ i ny 1-hi rud i n56-65 

[Tyr56 r pro58 f cha59 /H yp60, L -p-Sulfomethyl-Phe6 3, Ile64]-N«- 
s ucc i ny 1 -h i rud i n 56-6 5 

[Tyr56 / pro58 / Hyp60 # D-p-Sulfomethyl-Phe6 3 f cha64]-N a - 
succ i ny 1 -h i rud i nse-64 

[Tyr56 # Pro58 r Hyp60, L-p-Sul f omethy 1-Phe6 3, Cha64]-N a - 
succinyl-hirudins6-64 

[Tyr56,Pro58,Hyp60 r D-p-Sulfomethyl-Phe63 r cha64 f o-Gln653- 
N^-succiny 1-hi rudi ns6-65 

[Tyr56 r pro58 # Hyp80 # L-p-Sulfomethyl-Phe63 / cha64 / o-Gln65]- 
N^succ i ny 1-h i rud i ns6-65 

[Tyr56, ProSS, HypSO, D-p-Sul f omethy 1-Phe6 3, Cha64, d-G1u65]- 
N a -succ i ny 1-h i rudi n56-65 

[Tyr56,pro58 / Hyp60 # L-p-Sulfomethyl-Phe63,Cha64, d-G1u65]- 
N a -succinyl-hirudin56-65 

[Tyrse, H yp58 # val 59 r Hypeo, o-p-Sul f omethy 1-Phe6 3 f cha64]-NO- 
succinyl-hirudin56-65 

[Tyr56,Hyp58,val59,HypS0,L-p-Sulfomethyl-Phe6 3, Cha64]-N*- 
succinyl-hirudin56-65 

[Tyr56 r Hyp58 f Cha59, Hyp", o-p-sul f omethy 1-Phe6 3, 1 l e 6 4]-n«- 
succinyl-hirudin56-65 

[Tyr56 f Hyp58 r cha59 rH yp60 r L-p-Sulf omethy 1-Phe6 3 # He64]-N«- 
s uc c i ny 1 -h i rud i n 56-65 

[D-p-Phosphonomethyl-Phe63]-N«-succinyl-hirudin56-65 
[L-p-Phosphonpmethyl-Phe63]-N«-succinyl-hirudin56-65 
[D-p-Phosphonomethyl-Phe63,cha64]-N«-succinyl-hirudin 5 6-65 
[L-p-Phosphohomethyl-Phe63 r cha6^]-N a -succinyI-hirudin 5 6-65 
[Tyr56 r D-p-Phosphonomethyl-Phe6 3 r cha64]-N a -succinyl- 

hirudin56-65 . . _ , ^ 

[Tyr56,L-p-Phosphonomethyl-Phe6 3 r cha64]-N*-succinyl- 
hirudin56-65 

[Tyr56 # p r o58 r D-p-Phosphonoiiiethyl-Ph€63 # cha64]-Na-succinyl- 
hirudin56-65 
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[Tyr56 / Pro58, L-p-Phosphonomethy 1-Phe 6 3, cha64]_N a -succ iny l- 
hirudin56-65 

[Hypeo, D-p-Phosphonomethyl-Phe6 3]-N a -succinyl-hirudin56-.65 
[Hyp 60 , L-p-Phosphonomethyl-Pheesj-N^succinyl-hirudinse^ss 
[Hyp 6 °,D-p-Phosphonomethyl-Phe 6 3, Cha64]-N a -succinyl- 

hirudin56-65 

[Hyp 60 , L-p-Phosphonomethyl-Phe 6 3, Cha^j-N^succinyl- 
hirudin56-65 

[Tyr56, Hyp 60 , D-p-Phosphonomethyl-Phe 6 3, Cha 6 4]-N a -succinyl- 
hirudins6-65 

[Tyr56 r Hyp 60 , L-p-Phosphonomet hy 1 -Phe 6 3, Cha 6 4 ] -N a -suc c i ny I - 
hirudin5s_65 

[Tyr56, p r o58,Hyp 60 , D-p-Phosphonomethyl-Phe 6 3, Cha 6 4]-N a - 
succinyl-hirudin56-65 

[Tyr56,pro58, Hyp 60 , L-p-Phosphonomethyl-Phe6 3, cha 6 4]-N<*- 
succinyl-hirudin56-65 

[Tyr56,Hyp5S,Hyp 60 ,D-p-Phosphonomethyl-Phe 6 3, Cha64]-N a - 
succ i ny 1-h i rudi ns6-65 

[Tyr56,Hyp58, Hyp 60 , L-p-Phosphonomethy 1-Phe 6 3, Cha 6 4]-N a - 
sue c i ny 1 -h i rud i 055-65 

[Tyr* 6 , pro* 8 , val59,Hyp 6 <>, D-p-Phosphonomethyl-Phe 6 3, Cha64]- 
N a -succ iny 1 -h i rud i n56-65 

[Tyr56, pro58, Val59, Hyp 60 , L-p-Phosphonomethy 1-Phe6 3, Cha64]~ 
f^-succinyl -hi rud ^55-55 

[Tyr56 f pro58, Cha59, Hyp 60 , D-p-phosphonomethy 1-Phe 6 3, n e 64]- 
M^succinyl -hi rudi 1155-65 

[Tyr56,Pro58, Cha59,Hyp 6 °, L-p-Phosphonomethy 1-Phe6 3, HeS4]- 
NO-succinyl-hirudin56-65 

[Tyr56, Pro58 r Hyp 60 , o-p-Phosphonomethy 1-Phe6 3, Cha64]-N a - 
succ i ny 1 -h i rud i n56-64 

[Tyr56 # pro.58 f Hyp60 # _L-p-Phosphonomethyl--P.he6 3 f cha 6 *]^*- 
succ i ny 1-hi rud i n56_64 

[Tyr56 # pro 58 , Hyp 60 , O-p^Phosphonomethy 1-Phe 6 3, Cha6 4 / 

D-Gl n 6 5 ]-N a -succ i ny 1 -h i rud i n56_65 

[Tyr56, pro53 r Hyp 60 , L-p-Phosphonomethy 1-Phe 6 3, cha&4, 

D-GlnSSl-N^succinyl-hirudinss-eS 

[Tyr* 6 , Pro58, Hyp 60 , D-p-Phosphonoraethyl-Phe 6 3, Cha 6 4, 
GluSSj-N^succinyl-hirudinse-es 

[Tyr5&, Pro58, Hyp 60 , L-p-Phosphonomethy 1-Phe6 3, Cha64 f 
Gluesj-N^succinyl-hirudinse-es 
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[Tyr56,Pro58,Hyp60/D-p-Phosphonomethyl-Phe63,Cha6*, 

D-61 u6 5] -n^succ i ny 1 -h i rud i n56_65 
[Tyr56,p r o58,Hyp60, L-p-Phosphonomethyl-Phe6 3,cha64, 

D-Gluesj-N^succinyl-hirudinss-es 
5 [Tyr56, Hyp58, val 59, Hypeo, D-p-Phosphonomethy 1-Phe63, chaS 

N^succ i ny 1 -h i rud i H56-65 

[Tyr56, Hyp58, val 59, Hyp60, L-p-Phosphonomethy 1-Phe63, cha6*]- 
N«-succinyl-hirudin56-65 

[Tyr56,Hyp58,cha59,Hyp60,D-p-Pho5phonomethyl-Phe63, ne6*]- 

10 N^succinyl-hirudinse-SS 

CT^rS6,Kyp58 r ciia59 f Hyp60,L-p-rPhosphon«Mthyl-Ph«63 f Ile6*]- 

N«-succinyl-hirudin5g_65 
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Patentanspruche 

1. Peptide der Forme 1 I 



X-A 1-A2-A 3-A4-A5-G1 U-A6-NH-CH--C0--A7-Y 

CH 2 




I, 



worm 

X H, Acetyl, Succinyl, Maleoyl, Phthaloyl Oder Fumaryl, 
Ai Phe, Tyr oder Cha, 
A2 Glu Oder O-Glu, 
A3 Glu, Pro oder Hyp, 
15 A* lie, Leu, Val oder Cha, 

as pro oder Hyp, 
A6 Glu oder O-Glu, 

A? Leu, D-Leu, He, D-Ile, Cha oder D-Cha, 

Y OH, Gln-OH, Gln-NH 2 , D-Gln-OH, D-Gln-NH 2 , Glu-OH, Glu-NH 2 , 
D-Glu-OH Oder D-Glu-NH 2 und 



W fur einen der Reste S0 3 H oder PO3H2 steht, 

sowie deren Salze mit physiologisch vertragl ichen Basen oder 
Sauren. 



30 
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2. Verfahren zur Herstellung der Peptide der Formel I gemap 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dap man diese nach n 
der Peptidchemie bekannten Methoden herstellt. 

5 3. Peptide der Formel I gemap Anspruch 1 zur Verwendung bei 
Bekampfung von Krankheiten. 

10 
15 
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35 
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